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【研究目的】分岐鎖ポリアミンは、分岐鎖ポリアミン合成酵素 BpsA の触媒作用
により、脱炭酸化された S-アデノシルメチオニン(dcSAM)をアミノプロピル基供
与体として、SPD やノルスペルミジン(NSPD)より生成される(1)。超好熱性アー
キア Thermococcus kodakarensis は N4-ビス（アミノプロピル）スペルミジン
[3(3)(3)4]を多く生成するのに対し、好熱性バクテリア Thermus thermophilus HB27
株は N4-アミノプロピルノルスペルミジン[3(3)3]や N4-アミノプロピルノルスペ
ルミジン[3(3)4]など 3 級アミンに加えて、N4-ビス（アミノプロピル）ノルスペ
ルミジン[3(3)(3)3]や 3(3)(3)4 など多様な分岐鎖ポリアミンを同等の濃度でもつ
(2)。本研究では、T. thermophilus 及び T. kodakarensis 由来の BpsA(Tt-BpsA およ
び Tk-BpsA)の性質の違いをタンパク質の構造に基づき考察した。 
 
【実験方法】N 末端側に His-tag を付加した組み換え Tk-BpsA 及び Tt-BpsA を大
腸菌で発現し、精製した。Tt-BpsA- N4-アミノプロピルスペルミジン[3(3)4]-メチ
ルチオアデノシン三者複合体の X 線結晶構造を試みた。三者複合体の X 線結晶
構造解析の結果から、Tt-BpsA の活性部位に存在するアミノ酸残基と異なる Tk-
BpsA のアミノ酸残基（Q340）に対して QuickChange 法によりアラニン残基とな
るよう変異を導入した。また、Tt-BpsA の C 末端領域の 9 残基また 13 残基を Tk-
BpsA の配列に置換した変異型酵素を QuickChange 法で作成した。これら変異型
酵素（Tk-BpsA-Q340A、Tt-BpsA-9M、Tt-BpsA-13M）を大腸菌より発現し、熱処
理で均一に精製した。野生型酵素及び変異型酵素の 33、34、3(3)3、3(3)4 に対す
る活性を HPLC を用いて解析し、酵素活性の反応速度論的解析を行った。 
	  
【実験結果と考察】Tt-BpsA の 3(3)4 に対する触媒効率（kcat/Km）は Tk-BpsA の
それと比べて 1/10 倍程度である。この点を構造の違いから論じるため、Tt-BpsA-
3(3)4-メチルチオアデノシン三者複合体三者複合体の X 線結晶構造を 1.8 Å の分
解能で解析した。Tt-BpsA と Tk-BpsA の活性中心の保存性は高い一方で、周辺領
域にユニークな違いがみられた。Tk-BpsA の場合、基質を触媒活性部位に安定に
保持するために必要とされる C 末端領域のループ構造は Gln340 と Thr350 の側
鎖が水分子を介して水素結合で保持されているが、Tt-BpsA の場合、対応するア
ミノ酸残基(Gln346 及び Tyr353)が水素結合を形成していない。つまりこの水素
結合によるC末端領域のループの安定化が触媒効率の違いを生むと予想された。
変異型酵素 Tk-BpsA-Q340A の反応速度論的解析の結果、Tk-BpsA の触媒効率
（kcat/Km）と比較して、Q340A では 3(3)3、3(3)4 に対して kcat/Km が 1/2 以下に低
下した。この結果は、Tk-BpsA の C 末端領域のループの水素結合は基質結合ポ
ケットの維持に関与し、3 級アミンの細胞内組成の違いを生じる要因の一つと考
えられる。また、Tt-BpsA-13M はいずれの基質に対しても触媒効率は 1/10 以下
に低下した。一方、Tt-BpsA-9M では 33、34、3(3)4 に対しては野生型 Tt-BpsA と
ほぼ同程度の触媒効率を示すのに対し、3(3)3 に対してのみ、触媒効率が 1/5 以
下に減少した。これらの結果より、Tt-BpsA の合成反応に対し C 末端の 13 残基
の構造は重要であり、3(3)3 の認識には、C 末端 9 残基の関与が示唆された。 
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